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摘要 : 根据 GenBank 中 已 发 表 的 昆虫 抗 冻 蛋白 基因 的 保守 序列 设计 引物 ,利用 RT-PCR 技术 结合 3 -RACE 扩 增 的 方法 , 从 新 疆 
PEUR e REIS Rh H H Microdera punctipenis dzunarica 中 获得 了 长 约 294 bp 不 含 信号 肽 的 抗 冻 蛋白 cDNA 片段 ,命名 为 
MpAFP5, 其 全 长 序列 为 363 bpl GenBank 注册 号 为 : AY821792)。 基 因 测 序 结果 表明 ，MpAFP5 cDNA 片段 与 加 拿 大 拟 步 
Dendroides canadensis AFP 8 基因 片段 、 黄 粉 甲 Tenebrio molitor THP 4-9 基因 片段 的 核 苷 酸 同 源 性 分 别 达 68.4% 和 71.896, EE 
序列 同 源 性 分 别 达 70% 和 81% 。 将 MpAFPS 构建 到 原核 表达 载体 pGEXAT-1 中 ,重组 质粒 pGEXAT-1-MpAFPS 在 大 肠 杆 菌 BI21 
CDE3) 中 能 够 表达 融合 抗 冻 蛋 白 ,SDS-PAGE 分 析 显 示 融 合 蛋 白 的 分 子 量 约 为 37 kD, Western 印迹 分 析 证 明 MpAFPS 在 大 肠 杆 菌 
中 正确 表达 。 细 菌 的 抗 冻 实验 结果 显示 准 咬 尔 小 胸 整 甲 融合 抗 冻 蛋白 对 细菌 有 具有 显著 的 抗 冻 保护 作用 ,保护 效果 与 抗 冻 和 蛋 
剂量 呈正 相关 性 。 
关键 词 : 准 哮 尔 小 胸 整 甲 ; PREA: RT-PCR: 融合 蛋白 ; 抗 冻 活 性 
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Cloning of a cDNA encoding antifreeze protein in Microdera punctipenis dzunarica 
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(Coleoptera: Tenebrionidae) and its activity assay 

ZHAO Gan; MA Ji^ XUE Na, YANG Chang-Geng; ZHUAN Fang-Fang; ZHANG Fu-Chun (Key Laboratory of 
Molecular Biology; College of Life Science and Technology: Xinjiang University; Xinjiang Key Laboratory of Biological 
Resources and Genetic Engineering; Urumqi 830046, China) 

Abstract: For cloning antifreeze protein C AFP? gene from a desert darkling beetle Microdera punctipenis dzunarica in 
Xinjiang, the primers were designed according to the core sequence of AFP gene deposited in GenBank, and the cDNA 
fragment about 294 bp named as MpAFPS was amplified with the RT-PCR and 3' -RACE technique. Sequence analysis 
revealed that the cloned cDNA fragment named as MpAFPS coded the mature peptide of AFP. The full sequence of 
MpAFPS5 C AY821792) was about 363 bp. Compared with the Dendroides canadensis AFP-8 and Tenebrio molitor thermal 
hysteresis protein ( THP) isoform 4-9 genes; it had 68.496 and 71.896 identity in gene level; and 7096 and 8196 
identity in protein level respectively. The MpAFP5 gene was then cloned into prokaryotic plasmid pGEXAT-1 and 
expressed in E. coli BL21(DE3). SDS-PAGE analysis indicated that the fusion antifreeze protein was expressed in E. 
coli with a molecular weight of about 37 kD. Western-blot analysis showed that MpAFPS was expressed correctly. Tests 
on low temperature protection to bacteria showed that the insect antifreeze protein could protect bacteria from the low 
temperature damages; and the protective effect was correlated with the antifreeze protein concentration . 


Key words: Microdera punctipenis dzunarica: antifreeze protein: RT-PCR; fusion protein: biological activity 




















PiK E A (antifreeze proteins，AFPs ) 存 在 于 多 种 y diii && H Cthermal hysteresis proteins, THPs)， 其 抗 
E 物 体 中 , 如 鱼 类 、 昆 虫 、. 植 物 、 细 菌 和 真菌 ( 景 晓 红 冻 保 护 作 用 是 通过 热 滞 活性 (themmal hysteresis 
等 ,2002; 钟 其 旺 和 攀 廷 俊 ,2002)。 抗 冻 蛋 白 又 被 称 activity，THA) 实 现 的 , 即 抗 冻 和 蛋白 能 降低 体液 的 订 
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点 而 不 影响 熔点 , 增 大 熔点 与 冰点 之 间 的 温度 差 , 使 
胞 免 受 冰 蝇 损 害 。 这 种 冰点 与 熔点 之 差 称 为 热 滞 
活性 。 
抗 冻 蛋白 虽然 存在 于 不 同 生 物体 中 ,但 动物 中 
有 人鱼 类 的 抗洪 蛋白 得 到 了 较为 系统 的 研究 , 目前 
因 工 程 研究 的 供 体 基 因 大 多 来 自 鱼 类 抗 冻 蛋白 基 
因 , 昆虫 抗 冻 和 蛋白 研究 得 较 少 。 由 于 昆虫 抗 冻 蛋白 
活性 较 鱼 类 及 植物 抗洪 蛋白 活性 高 ,分离 昆虫 抗 冻 
蛋白 基因 进行 抗 冻 蛋 白 功 能 研究 共有 重要 的 理论 
值 。 昆 虫 的 抗 冻 蛋白 一 般 在 脂肪 体 中 合成 ,然后 ; 
放 到 血 淋 巴 中 通过 氧 键 与 冰 品 连接 阻止 冰 品 的 进 
步 增长 , 从 黄粉 甲 Tenebrio molitor 和 云 杉 卷 叶 
Choristoneura fumiferana 等 昆虫 中 分 离 的 抗 冻 蛋白 的 
热 清 活 性 是 鱼 类 的 10 ~ 100 fit CTyshenko et al.» 
1997; Graham et al .，1997)。 由 于 抗 冻 蛋 白 具 有 阻 目 
冰晶 生长 而 不 破坏 细胞 的 特点 , 因而 利用 抗洪 蛋白 
在 低温 中 长 期 保存 各 种 细胞 、 组 织 和 器 官 ,特别 在 器 
官 移植 中 可 能 具有 很 好 的 应 用 前 景 (Gabriel et al., 
2003)。 将 抗 冻 蛋白 基因 导入 植物 中 ,提高 植物 的 抗 
寒 性 能 , 有 助 于 热带 植物 的 北 移 和 寒带 植物 低温 下 
的 生长 (Worrall et 以 .，1998)。 在 食品 工业 上 , 抗 冻 
蛋白 作为 食品 添加 剂 ,加 入 冰淇淋 和 冰 奶 中 可 以 消 
除 冰 潭 ,改良 口味 等 (Feeney and Yin，1998)。 

新 疆 地 处 欧 亚 大 陆 腹 地 , 荡 漠 恒 夜 温差 和 季节 
温差 大 , 准 喀 尔 盆地 充 漠 冬季 最 低温 度 达 - 50%C。 
VERS K- Hip H Microdera punctipenis dzunarica 是 分 
布 于 新 疆 充 漠 极端 环境 中 的 拟 步 甲 科 昆 虫 ,能 度 过 
寒冷 的 冬天 而 不 被 冻 死 。 克 隆 该 虫 的 抗 冻 蛋白 基 
因 、 表 达 抗 冻 蛋 白 有 可 能 得 到 具有 高 抗洪 保护 作用 
的 抗洪 蛋白。 这 将 有 利于 开展 对 充 漠 昆虫 抗 冻 重 和 白 
基因 功能 和 结构 的 深入 研究 。 


1 材料 与 方法 


1.1 WA 
准 咬 尔 小 胸 整 甲 采 自 新 疆 五 家 汇市 103 团 古 尔 
班 通 古 特 沙漠 边缘 地 带 和 乌鲁木齐 市 永 丰 乡 的 戈壁 
荒漠 草丛 下 , 由 本 学 院 黄 人 侈 教授 鉴定 。 
1.0 主要 试剂 

ExTaq DNA A WS. T, DNA 连接 酶 ,限制 性 内 切 
酶 .DNA Marker 和 3’”-Full RACE Core Set 试剂 盒 均 为 
大 连 TaKaRa 公司 产品 ; UNIQ-10 柱 式 Trizol 总 RNA 
Te BOURSE. DNA 片段 回收 试剂 盒 为 上 海 生 工 生物 
工程 技术 服务 公司 产品 ; Glutathione Sepharose 4B 为 
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Pharmacia 生物 技术 公司 产品 ; 羊 抗 鼠 二 抗 购 自 华美 
































公司 ,其 余 试剂 均 为 国产 分 析 纯 试剂 。 
1.3 方法 
1.3.1 总 RNA 的 提取 : 取 4% 预 处 理 24 h HS] EE S 




















K^ IB E , 按照 UNIQ-10 柱 式 Trizol 总 RNA 提取 
试剂 盒 说 明 书 提取 总 RNA。 

1.3.2. RT-PCR 扩 增 : 根据 已 发 表 的 加 拿 大 拟 步 甲 
Dendroides canadensis 和 黄粉 甲 基因 家 族 保守 序列 设 
计 PCR 引物 序列 (P1: GAGTGTTATTGCCAATGCACTGG ， 
P2: CITTGTAACAGTTGGTTGA 2, 依照 TaKaRa RNA 
PCR Kit 操作 指南 进行 , 反 转 录用 OligoCdT) 作 下 游 引 
物 ,反应 条 件 : 42% 30 min; 99%C 5 min,5%C 5 mino 
PCR 扩 增 反应 参数 :94%C 5 min; 94%C 30 s 52°%C 30 s; 
72*C 30 s， 共 35 个 循环 ;72%C 10 min, 反应 产物 进行 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 。 

1.3.3 3'-RACE: f 38:3 3-80 B VERS Z7] i REF 
抗 冻 蛋白 核心 序列 设计 3'-RACE 引物 。 其 序列 为 
3' Pl: GAGTGTTATTGCCAATGCACTGG; 3'-RACE 反 
应 参照 3 -Full RACE Core Set 试剂 盒 操作 手册 进行 。 
1.3.4. 抗 冻 蛋白 基因 cDNA 的 PCR 扩 增 : 根据 准 噶 
AK NE 3 -RACE 结果 , 从 信号 肽 下 游 开始 设计 
引物 Full P1 和 Full P2, 拟 得 到 不 含 信 号 肽 的 抗 冻 蛋 
白 基 因 。 为 后 续 工 作 的 方便 ,上游 引物 引入 EcoR I 
酶 切 位 点 ,下 游 引物 引入 Sal 工 酶 切 位 点 。 引 物 序 列 
Full P1: GCCC4477CCAATGCACTCGAGGT，Full P2: 
GCCCTCC4CTTAACCTTTATITGG。PCR 扩 增 反应 参 
数 : 94*C 5 min: 94%C 30 s,55%C 30 s,72%C 30 s, 共 35 
个 循环 ;72%C 10 min; 反应 产物 进行 琼脂 糖 凝 胶 电泳 
检测 。 

1.3.5 PCR 产物 的 克隆 与 测序 : PCR 产物 经 低 熔 
xt HORS SOR ra vk Iul iJ, 克隆 于 pMD18-T 载体 
上 , 送 大 连 TaKaRa 公司 进行 序列 分 析 , 确定 准噶尔 
小 胸 浆 甲 抗 冻 蛋白 基因 序列 测定 的 正确 性 。 
1.3.6 原核 表达 载体 的 构建 : KoRT 和 Sal 工 酶 切 
质粒 pMDIS-T/MpAFPS. 回收 300 bp 左右 片段 与 经 
EcoRI 和 Sal 工 双 酶 切 的 表达 载体 pGEXAT-1 连接 ， 
转化 大 肠 杆菌 E. coli DHSa, 通过 酶 切 鉴定 准噶尔 小 
H k E pi A E A E AI A E HI E H Y C Sambrook et 
al.» 2001), 并 将 其 命名 为 pGEX4T-1-MpAFP5。 

1.3.7 表达 产物 的 SDS-PAGE 及 纯化 : 用 原核 表达 
质粒 pGEXAT-1-MpAFPS 和 载体 pGEXAT-1 分 别 转化 
大 肠 杆 菌 BL21 (DE3) , 挑 取 单个 转化 菌落 接 入 2 
mL LB C 100 ug/mL 氮 茶 青霉素) 液体 培养 基 中 ， 
37% 振 荡 培 养 过 夜 后 按 1% 接 种 至 新 配制 的 含 相 同 
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浓度 氮 苯 青霉素 的 LB 中 ,振荡 培养 至 ODw 达 到 
0.6, 加 IPTG 至 终 浓 度 为 0.5 mmolL, 每 隔 1h 取样， 
将 收集 的 菌 液 于 4C 12 000 x g 离心 收集 菌 体 , E 
葵 于 适量 的 2 x SDS 加 样 缓冲 液 中 ,沸水 浴 3 min; W 
15 uL F 1296 的 SDS-PAGE 上 进行 电泳 (Zhang et 
al.» 20040. UAE EA 2E 52 Pharmacia 生物 技 
术 公 司 的 Glutathione Sepharose 4B 的 说 明 书 进行 。 

1.3.8 抗 冻 蛋白 的 Westen 印迹 分 析 : 将 已 表达 的 
融合 蛋白 MBP-MpAFPS 样品 经 SDS-PAGE 分 离 后 再 
电 转移 至 硝酸 纤维 素 膜 上 。1% 脱 脂 奶粉 封闭 2 h 
依次 滴 加 鼠 抗 GST-MpAFP5 血清 (室温 反应 2 h, PBS 
洗涤 3 次 ) 及 羊 抗 鼠 IgG; HRP( 室温 反应 1 h、PBS 洗 
Wk 3 次 ), 最 后 加 底 物 DAB 显 色 并 拍照 (Huang et 


















































图 1 MpAFP5 基因 的 核心 片段 扩 增 
Fig. 1 Amplification of core MpAFP5 by PCR 
M: 标准 分 子 量 Marker DL2000; 












































al., 2002). 1: MpAFPS 基因 核心 片段 PCR products of core MpAFPS. 
1.3.9 抗 冻 蛋白 的 抗 冻 活性 检测 : 取 新 配制 的 LB 
培养 液 , 以 1% 的 接种 比例 进行 二 级 培养 ,37%C 振荡 a 


培养 至 ODoom N 1.2 时 ,将 菌 液 稀 释 10 倍 ,吸取 
100 uL 加 入 到 终 浓度 为 0，10，30 和 70 ug/ml 纯化 

































































后 的 抗 冻 蛋白 (经 过 滤 灭 菌 )、20% 甘油 中 ,然后 在 bp 
OCHU O, 24, 48> 72, 96 120, 144, 168 和 216 h B 
后 分 别 吸取 25 uL 菌 液 在 LB 平板 上 进行 涂 板 ,37%C Lon 
倒置 培养 24 h 进行 菌落 计数 。 每 组 3 个 重复 。 an 

9 
2 结果 与 分 析 
2.1 HORE EIS RS? cDNA 片段 的 扩 增 图 2 MpAFPS 基因 3 -RACE 扩 增 结果 

通过 RT-PCR 扩 增 得 到 一 条 约 270 bp 的 准噶尔 Rc Amposta o MAPES ps RACE 
/I M BE FP ER H AE CMpAFPSO. 保守 cDNA 片段 Tad Cor cdd 
1: MpAFPS 基因 3' -RACE 扩 增 产物 3' -RACE products of MpAFPS. 





(图 1), 将 PCR 产物 克隆 到 pMD18-T 载 体 上 , 酶 切 鉴 
定 正 确 后 送 大 连 TaKaRa 公司 进行 序列 测定 分 析 。 |I M 
2.2 3'-RACE 

IRIE CS 380 EIS EE RS Af 7] HE FF prc fi EL d DR D 
守 cDNA 片段 序列 ,设计 引物 3’ P1 扩 增 MpAFPS 的 
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3 端 ,得 到 了 约 420 bp 的 片段 (图 2), 将 PCR 779 v6 bp 
隆 到 pMD18-T 载体 上 , 酶 切 鉴 定 正确 后 送 大 连 en 
TaKaRa 公司 进行 序列 测定 分 析 。 RUE 
2.3. 抗 冻 蛋 白 基因 cDNA 的 扩 增 nios 
MER CL ERU C VENES Z7] Be FP c GR EI E DR E 9 
计 引 物 , PCR 扩 增 不 含有 信号 肽 的 MpAFP5 基因 片 
段 , 产 物 经 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴 定 , 可 见 一 条 约 图 3 MpAFPS 基因 PCR 扩 增 结果 
300 bp 的 条 带 ( 图 3), 酶 切 鉴 定 正确 后 (图 4) 送 大 连 Fig.3 Amplification of full MpAFPS by PCR 
TaKaRa 公司 进行 序列 测定 分 析 。 M: 标准 分 子 量 Marker DL2000 + 15000: 














1: MpAFP5 基因 PCR 扩 增 产物 PCR products of MpAFPS. 
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测序 结果 见 
用 DNAMAN 对 准噶尔 小 胸 鳌 甲 
与 已 发 表 的 昆虫 抗 冻 和 蛋 
拿 大 拟 步 甲 AFP 8、 黄 粉 甲 THP 4-9 
FE 分 别 为 68.4% 和 71.8%, 和 氨基酸 序列 同 


bp 
——2 000 


— 1 000 
750 


500 





EI 


H 





中 与 加 
ER FY 





a 


250 


NH - 
l4 pMDIS-T/MpAFPS 酶 切 鉴定 结果 
Fig. 4 Restriction analysis of the pMD18-T/MpAFP5 
M: 标准 分 子 量 Marker DL2000; 
1: pMDI8-T/MpAFPS EcoR [ 和 Sal 工 酶 切 结果 
pMD18-T/MpAFPS digested by EcoR | and Sal I. 





1 
1 
61 


Q CT G G S DCT S 


pGEXAT-1 中 的 相 
MpAFPS 
预期 294 bp 的 基因 片段 相 一 致 的 目的 片段 。 
CAATGCACTGGAGGTTCTGATTGTACTAGTTGTACAGTAGCGTGCACCAATTGTGAAAAC 

C T VA C T NC E 
TGTCCAAATGCAGTAACGTGTACCGATTCTACAAATTGTATAAATGCTCAAACCTGTACT 


2.4 MpAFPS cDNA 序列 测定 及 同 源 性 分 析 




















对 pMD18-T/MpAFP5 重组 质粒 进行 单 向 测序 ， 
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5. 



































抗 冻 蛋 




















E41 31 JJ 7096 和 8196€ 
^] i] c FH pro ER 





用 EcoR E £1 Sal T 
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再 经 EcoR [ 4H 




















白 基 因 
白 基 因 进 行 同 源 性 比较 , 其 
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基因 的 核 


6), 表明 克隆 的 准噶尔 
白 cDNA 是 正确 的 。 

2.5 原核 表达 质粒 pGEXAT-1-MpAFPS 的 构建 
1-7] JJ pMD18-T/MpAFP5， 
回收 目的 片段 , 将 该 片段 插入 原核 表达 载体 
应 位 点 , 重组 表达 质粒 pGEXAT-1- 


Sal 工 双 酶 切 , 切 出 一 条 与 





N 


21 C P NA V T CT D ST N CI NA Q T C T 

121 GGGTCTACAAACTGCAATAATGCGGTGACGTGTACTGGGTCTTACAACTGCAATAAAGCG 
4 G S T NC NN A V T CT G SY N C NK A 

181 GTGACGTGTACGAACTCGTTCGACTGTTTTGAAGCCGTTACATGTACTGATTCGACCAAC 
6 V T CT N S E D CF E A VT CT DS TN 

241 TGTTACAAAGCTACAGCATGCACTCGTTCAACAGGATGTCCAAATAAAGGTTAA 

8 C YK A TA C TR S TG CP NK G * 

图 5 MpAFPS cDNA 序列 
Fig. 5 The sequence of MpAFP5 cDNA 

MpAFP5 QCTGGSDCTS CTVACTNCEN CPNAVT-CTD STNCINAQTC TGSTNCNNAV 
DAFP 8 QCTGGSDCSS CTGACTTCRN CPNAMTACTG STGCYRATTC TRSSECNNAV 
TmAFP4-9 QCTGGADCTS CTAACTGCGN CPNAVT-CTN SQHCVKATTC TGSTDCNTAV 
MpAFP5 TCTGSYNCNK AVTCTNSFDC FEAVTCTDST NCYKAT-ACT RSTGCPNKG 
DAFP 8 TCTGSYDCYN AATCTGSTNC YKATTCTGST NCYEATTACT DSTGCP--- 
TmAFP4-9 TOTeeeec—-— c--——— NSKDC FEAQTCTDST NCYKAT-ACT NSTGCPGH- 





























AFP 8 和 黄粉 





图 6 MpAFP5 与 加 拿 大 拟 步 


THP 4-9 和 蛋白质 间 的 同 ; 


原 性 对 比 


Fig. 6 The identity of MpAFPS with Dendroides canadensis AFP 8 and Tenebrio molitor THP isoform 4-9 protein 
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AFP 5; DAFP 8: 加 拿 大 拟 步 
2.6 MpAFPS 基因 在 大 肠 杆 菌 中 的 表达 及 纯化 

将 pGEXAT-1 和 pGEXAT-I-MpAFPS 转化 BI21 
(DF3), 经 IPTG 诱导 培养 3 h 后 ,进行 SDS-PAGE 分 析 ， 


MpAFP5: 准噶尔 4 





























ESL 





















































AFP 8: TmAFP4-9: 黄粉 

















THP 4-9. 














结果 (图 7) pGEXAT-I-MpAFPS 在 37 kD 处 出 现 融 合 蛋 ”和 白 进 行 纯化 。 得 到 较 纯 的 抗 冻 蛋 白 融 合 和 蛋白 条 带 
É GST-MpAFPS 的 条 带 , 其 大 小 与 预期 的 相当 。 未 诱导 ”7), 纯 化 蛋白 的 浓度 约 为 1.5 pg/pl。 


pGEXAT- 1-MpAFPS 对 照 则 没有 此 带 , 表明 MpAFPS 已 在 
PF 得 到 表达 。 同 时 参照 Pharmacia 4 
公司 的 Glutathione Sepharose 4B 的 说 明 书 对 所 表达 的 重 
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图 7 pGEX4T-1-MpAFP5 大 肠 杆菌 表达 产物 及 纯化 分 析 
Fig. 7 The expression and purification of GST-MpAFPS 
M: 标准 分 子 量 蛋 
pGEX4T-1-MpAFP5 裂解 上 清 液 Induced pGEXAT-1-MpAFPS: 2: 未 
经 诱导 的 pGEXAT-1-MpAFPS 裂解 上 清 液 Non-induced pGEX4T-1- 
MpAFP5; 3: 纯化 的 GST- MpAFPS 融合 蛋白 Purified GST-MpAFPS 

















Protein molecular weight standards; 1: 诱导 的 














protein. 


2.7 WUR&EÉRI Western 印迹 分 析 

以 纯化 的 GST-MpAFPS 融合 蛋白 作为 免疫 原 制 
备 的 鼠 抗 血清 对 MBP-MpAFPS 进行 Westem 印迹 分 
析 ，MBP-MpAFP5 为 本 实验 室 以 pMAL-p2x 为 载体 表 
达 的 蛋白 , 其 中 MBP 即 麦 芽 糖 结合 蛋白 融合 标签 ， 
其 分 子 量 约 为 50.5 kD，MpAFP5 蛋白 分 子 量 约 为 11 
kD。 在 62 kD 附近 出 现 一 条 特异 的 条 和 带 ,这 一 结果 
也 说 明 GST-MpAFPS 融合 蛋白 在 大 肠 杆 菌 中 得 到 了 
正确 表达 (图 8)。 
2.8 抗 冻 蛋 白 的 生物 活性 检测 

在 0%C 进 行 冷 处 理 0 h,24 h,48 h,72 h, 96 h, 120 
h, 144 h, 168 h,216 h 后 37C 3528 24 h, 进行 菌落 计 
数 ( 每 组 3 个 重复 )。 结 果 见 图 9。 为 了 使 实验 数据 
满足 方差 分 析 的 条 件 , 对 数据 做 平方 根 转换 后 , 进行 
可 重复 双 因 素 方差 分 析 。 与 水 和 甘油 2 个 对 照相 
LE, MpAFPS 融合 蛋白 具有 极 显 戎 的 抗 冻 保护 作用 
(P<0.01), 并 且 随 着 浓度 从 0 增加 到 70 pg/mL, 抗 
冻 保护 作用 极 显 著 地 提高 。 在 冷 处 理 48 h 之 内 ,不 
同 浓度 的 保护 作用 没有 显著 差异 ,但 48 h 之后, 低 
浓度 10 pg/mL 的 保护 作用 显著 低 于 30 pg/mL 和 70 
ug/ mL 的 保护 作用 。120 h 后 10 pg/mL 的 保护 作用 
迅速 降低 , 至 216 h 后 基本 上 降 至 甘油 的 水 平 ,但 两 
个 高 浓度 组 在 整个 实验 过 程 中 保持 稳定 的 保护 作 
用 , 随 着 时 间 的 延长 没有 显著 的 降低 。2 个 对 照 的 
结果 也 很 不 相同 , 甘油 在 24 h 之 后 ,菌落 数 迅速 由 
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图 8 MpAFPS 蛋白 的 Western 印迹 分 析 
Fig. 8 Western blot analysis of MpAFPS5 protein 
M: 标准 分 子 量 蛋 白 Protein molecule weight standards: 1: 纯化 的 
MBP-MpAFPS 融合 蛋白 Purified fusion protein MBP-MpAFPS. 


开始 实验 时 的 380 个 降 至 约 150 个 , 然后 一 直 维 持 
这 个 数量 。 水 对 照 组 在 48 h A, 菌落 数 逐 渐 减 少 ， 
48 h 之 后 迅速 降 至 100 以 下 , 低 于 甘油 组 ,此 后 随 着 
时 间 的 延长 ,菌落 数 逐 渐 减 少 。 从 图 9 中 可 以 直观 
地 看 出 大 肠 杆菌 表达 的 MpAFP5 蛋白 与 不 加 抗 冻 和 蛋 
白 和 加 20% 甘油 对 照相 比 , 加 入 10 pg/mL I] CUR E 
白 就 可 以 显著 地 提高 细菌 的 抗 寒 性 能 , 而 提高 抗 冻 
蛋白 的 使 用 量 可 使 存活 的 菌落 数 明 显 增多 , 因而 可 
以 说 明 大 肠 杆 苗 中 表达 的 准噶尔 小 胸 鳌 甲 抗 冻 蛋 白 
能 够 明显 地 提高 细菌 的 抗 寒 能 力 。 
























































































































































3 讨论 











本 研究 从 新 疆 准 噶 尔 盆地 荒漠 地 区 所 采集 的 准 
噶 尔 小 胸 鳌 甲 中 克隆 获得 了 不 含 信 号 肽 的 抗 冻 蛋 白 
基因 cDNA 全 长 294 bp。 与 加 拿 大 拟 步 甲 AFP 8 和 
黄粉 甲 THP 4-9 基因 核 音 酸 同 源 性 分 别 为 68.4% 和 
71.8% ,氨基 酸 序列 同 源 性 分 别 达 7096 和 81%, 说 
明 准 哆 尔 小 胸 鳖 甲 抗洪 蛋白 基因 在 拟 步 甲 昆虫 中 是 
非常 保守 的 。Marshall 等 (2002) 利 用 X- 射 线 晶 体 衍 
射 及 核磁 共振 方法 研究 发 现 黄粉 虫 抗 冻 和 蛋白 冰晶 结 
合 域 TCT 残 基 是 抗 冻 和 蛋白 与 冰晶 结合 的 主要 位 点 ， 
在 重复 片段 TCTxSxxCxxAx Cx 为 任意 氨基 酸 ) 中 相 邻 
TCT 结构 域 平 均 距 离 为 4.64A, 相 邻 TCT £5 R4 bi Y 
苏 氮 酸 的 平均 距离 为 7.44A。 而 在 冰晶 中 沿 着 冰晶 
T VE. a 轴 的 氧 原 子 的 距离 为 4.52A, 垂直 于 冰晶 楼 
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图 9 不 同 浓 度 抗 冻 蛋 


对 细菌 的 低温 保护 




















Fig. 9 The effects on low temperature protection to bacteria with different concentration of MpAFPS 





面 a 轴 的 氧 原子 的 距离 为 7.35A。 这 些 数字 暗示 了 
TCT 结构 域 能 与 冰晶 校 面 很 好 地 结合 。 在 分 析 准 咬 



































有 移 整 甲 融 合 抗洪 蛋白 具有 较 强 的 抗 冻 保护 效果 。 并 
昌 随 着 低温 时 间 的 延长 , 菌落 数 慢 慢 减 少 ,但 仍 : 


























尔 小 胸 整 甲 抗洪 蛋白 序列 时 发 现 MpAFPS 蛋白 一 级 
序列 中 存在 5 个 12 个 氨基 酸 TCTxSxxCxxAx 的 连续 
重复 片段 。 在 所 有 重复 片段 中 第 1 位 的 苏 氨 酸 、 第 
2 位 和 第 8 位 的 半 胱 氨 酸 、 第 3 位 的 苏 氨 酸 、 第 5 位 
的 丝氨酸 、 第 11 位 的 丙 氨 酸 是 高 度 保守 的 。 男 外 每 
隔 6 个 氨基 酸 是 一 个 半 胱 氨 酸 残 基 , 并且 这 些 半 胱 
氨 酸 都 参与 二 硫 桥 的 形成 (Li et al.» 1998), 这 些 保 
守 区 域 ,可 能 对 于 抗 冻 蛋白 结构 的 完整 性 及 抗 冻 功 
能 起 着 很 重要 的 作用 。 

大 多 数 细 菌 在 37% 条 件 下 能 正常 地 生长 繁殖 ， 
而 低温 条 件 会 导致 细菌 的 生长 停止 甚至 死亡 。 本 实 
验 在 0 条件 下 检测 不 同 浓度 的 准 路 尔 小 胸 鳖 甲 抗 
冻 蛋 白 对 提高 细菌 抗 冻 性 的 效果 , 发 现 随 着 抗 冻 蛋 
白 浓度 从 10 pg/mL 增加 到 70 pg/mL, 存活 的 菌落 数 
明显 增多 。 统 计 方 差分 析 表 明 抗 冻 蛋 白 对 细菌 低温 
保护 能 力 有 极 显 著 地 提高 (已 <0.01)。 与 20% 甘油 
对 照 组 和 水 对 照 组 相 比 , 10 pg/mL 的 抗 冻 蛋白 对 纪 
菌 的 低温 保护 效果 极 显著 。 此 外 , 在 抗 冻 蛋白 10 
ug/ml» 30 pg/mL、70 pg/mL 浓度 之 间 , 保护 效果 间 
的 差异 极 显著 (P<0.01), 即 蛋白 浓度 越 高 , 保护 作 
用 越 强 ,这 与 张 觉 权 等 (2003) 用 胡 葛 卜 抗 冻 蛋 白 做 
细菌 低温 保护 实验 结果 一 致 。 从 图 9 中 可 以 看 出 ， 
当 冷 处 理 达 到 216 h 后 , 抗 冻 蛋白 实验 组 中 细 1 
活 数 依然 较 多 , 因而 提示 本 实验 中 对 细菌 冷 处 理 时 
旧 还 可 以 延长 ,同时 新 疆 准 咬 尔 小 胸 整 甲 抗 冻 蛋白 
浓度 为 10 pg/mL 就 有 保护 作用 , 初步 说 明 准 踢 尔 小 
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E 
高 于 同一 时 期 添加 20 多 甘油 和 水 对 照 组 中 存活 
WAAGE. MARA BN FB dh iter po EARANN Y 
的 抗 冻 保 护 作 用 , 这 与 刘 忠 渊 等 (2005 ) 的 研究 结 
相 一 致 ,而 且 细 菌 在 融合 抗洪 蛋白 存在 的 条 件 下 ， 
0%C 时 依然 能 够 繁殖 扩 增 ,表明 抗 冻 蛋白 有 助 于 旨 
的 低温 保存 。 
虽然 本 研究 测定 抗 冻 蛋白 活性 的 方法 存在 一 定 
的 误差 且 又 不 能 直接 地 测 得 抗 冻 蛋白 的 热 滞 值 ,但 
这 种 方法 简单 .不 需要 特殊 的 仪器 就 能 够 表 观 地 反 
映 出 抗 冻 蛋白 是 否 具有 抗 冻 活性 , 针对 新 疆 昆 虫 抗 
冻 蛋 白 的 表达 产物 , 建立 精确 有 效 测定 抗 冻 蛋白 生 
物 活 性 的 方法 有 助 于 研究 的 深入 。 
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